
Titre du projet : Apport de la métabolomique dans l’identification des facteurs de 
transcription régulant l’accumulation de lipides par les microalgues au cours d’un stress

Auteurs: Florence Mondeguer Laboratoire PHYCOTOXINES, Ifremer, Nantes 

Résumé du projet :
Des expériences de culture (photobioréacteurs) de Phaeodactylum tricornutum, en condition 
de carence en azote, (favorisant la production de lipides ont été réalisés au laboratoire MMS. 
Le suivit physiologique et biochimique des cultures ainsi qu’une analyse transcriptomique 
(expression différentielle des gènes) permet de s’intéresser aux facteurs de transcription 
impliqués dans le contrôle de la voie de biosynthèse des lipides et des pigments chez cette 
diatomée. L’objectif du projet est de compléter cette étude par une approche métabolomique 
qui permettra d’identifier de façon globale l’ensemble des métabolites différentiellement 
formés permettant ainsi, associée à l’étude des gènes (transcriptomique), d’obtenir une vision 
intégrée de l’orientation des atomes de carbone dans les différentes voies de biosynthèse. 



MassProfilerProfessional
reprocessing



Quality control on samples

Outlier ?
Ce premier échantilon a- t-il subit une pression particulière? 
Ni non ce n’est pas très grave on peut le garder…
A décider





Répartition des métabolites chez Phaeodactylum tricornutum
lors de la cinétique de croissance J0 à J11



3D ACP ts samples



3D ACP uniquement sur 
cinétique (J0 à Jmax)



2D ACP uniquement sur cinétique (J0 à Jmax)



Comme demandé 
essai avec J0et J1 
cumulés

3D ACP uniquement sur cinétique (J0 à Jmax)



2D ACP uniquement sur cinétique (J0 à 
Jmax) avec J0 etJ1 cumulés



Secondary metabolite identification for 18 Entities unic J0:
Best Know: 3/18

• Cpd 7: PG(16:1(9Z)/0:0); C22H43O9P@19.302 Score: 74.14
PG(16:1(9Z)/0:0) is a lysophosphatidylglycerol 16:1. 
lyso-PG (16:1) :Changes of lipid molecular species during cold stress
…..next slide

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/lysophosphatidylglycerol


Secondary metabolite identification for 18 Entities unic J0:
Best Know: 3/18

• Cpd 7: PG(16:1(9Z)/0:0); C22H43O9P@19.302 Score: 74.14
PG(16:1(9Z)/0:0) is a lysophosphatidylglycerol 16:1. 
lyso-PG (16:1) :Changes of lipid molecular species during cold stress

• Cpd 9: 2-Protocatechoylphloroglucinolcarboxylate; C14H10O8@4.225 score: 66.21 
2-Protocatechoylphloroglucinolcarboxylate= 2-(3,4-Dihydroxybenzoyloxy)-4,6-
dihydroxybenzoate: A metabolite of quercetin, an abundant flavonoid found in edible 
vegetables, grains and fruits which is used as an ingredient in supplements, beverages, or 
foods. It is a dihydroxybenzoic acid and a benzoate ester. It is a conjugate acid of a 2-(3,4-
dihydroxybenzoyloxy)-4,6-dihydroxybenzoate. 

• Cpd 5: N-oleoyl ethanolamine; C20H39NO2@20.083 score:34.19
Oleoylethanolamide (OEA or NOE) is an N-acylethanolamine. 

N-Acylethanolamines (NAEs) constitute a class of lipid compounds naturally present in both
animal and plant membranes as constituents of the membrane-bound phospholipid,

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/lysophosphatidylglycerol


Secondary metabolite identification for 11 Entities unic J1:
Best Know: 1/11 (mais 2 choix)
Cpd 3: Octocrylene; C24H27NO2@20.913,Octocrylene Score:78.28
Octocrylene is an organic compound used as an ingredient in sunscreens and cosmetics?
Autre possibilité avec un score légèrement plus petit si aucune contamination n’est 
envisageable alors: 
Cpd 3: Apodine;C21H22N2O4 @20.913 Score:70.3
Phytochemical compounds Alkaloids
Some of the allelopathic compounds from algae and seaweeds have been isolated and 
characterized including alkaloids and marine diatom Phaeodactylum tricornutum is known 
to exude allelochemicals with negative effects.



Secondary metabolite identification for 9 Entities unic J4 :
Best Know: 3/9
• Cpd 4: 4alpha-carboxy-4beta-methyl-5alpha-cholesta-8-en-3beta-ol OR 3β-

hydroxysteroid-4α-carboxylate; C29H48O3 @24.417 Score:79.7

cholesterol biosynthesis II (via 24,25-dihydrolanosterol).
Superclasses: a steroid → a hydroxysteroid → a sterol → a 3beta-hydroxysteroid
Steroids are abundant in the environment. Large amounts of steroids and their derivatives 
are synthesized by eukaryotes, and these molecules play very important and diverse roles 
and include hormones, detergents that facilitate the absorption of lipids by the intestine, 
and membrane constituents. Some of them, cholesterol and related compounds, are 
ubiquitous as membrane constituent of eukaryotes (for instance, up to 10% of the dry mass 
of yeast is ergosterol) and as the precursors of all steroid hormones, vitamin D, and the bile 
acids.
Interestingly, with exception of methane-oxidizing bacteria that contain relatively large 
amounts of sterols, sterols are absent from most prokaryotes. However, many bacterial 
membranes contain hopanoids, which are similar pentacyclic sterol-like molecules 
[Chiang08].



Secondary metabolite identification for 9 Entities unic J4 :
Best Know: 3/9
• Cpd 5: Bruceoside A; C32H42O16 @ 22.879 Sore:75.15
Superclasses: a lipid → an isoprenoid → a terpenoid → a triterpenoid
Bruceoside A is a triterpenoid saponin
Plant triterpenoids constitute a diverse class of organic compounds that play a major role in 
development, plant defence and environmental interaction. Several triterpenes have 
demonstrated potential as pharmaceuticals.
For example, some have reported the production of the triterpenes betulin and its precursor 
lupeol in the photosynthetic diatom Phaeodactylum tricornutum



Secondary metabolite identification for 9 Entities unic J4 :
Best Know: 3/9
• Cpd 2: Karpoxanthin; C40H58O4@23.258 Score 70.28
Furthermore, annually, more than 20 new structures of carotenoids are reported ...

from diatom Phaeodactylum tricornutum (Photosynthetic pigments in diatoms. P Kuczynska, M Jemiola-Rzeminska, K Strzalka - Marine 
drugs, 2015 - mdpi.com)
Carotenoids are C40 isoprenoids which consist of eight isoprene units and can be divided in two major groups: carotenes and xanthophylls. 
Carotenes are linear or cyclized hydrocarbons such as lycopene, α-carotene and β-carotene. Xanthophylls are oxygenated derivatives (epoxy, 
keto or hydroxyl groups) of carotenes; for example: lutein and zeaxanthin. The carotenoid composition varies from species to species; the 
concentration and composition of xanthophylls are affected by light intensity and the accumulation of specific carotenoids in fruit and flower 
chromoplasts is a highly, developmentally regulated process [Fraser94, Giuliano93]. Important carotenoids variations are observed during 
fruit ripening (for review, see [Ronen99]). Higher plant chloroplasts typically accumulate lutein, β-carotene, violaxanthin and neoxanthin in 
the thylakoid membrane-bound photosystems [Peter91, Ryberg93]. β-Carotene is generally found in the reaction center where it plays a 
critical photoprotective role by quenching triplet chlorophyll and singlet oxygen, and can undergo rapid degradation during photooxidation
[Young93a]. Adjacent to the reaction centers, in the core complex proteins, β-carotene and lutein can be found [Peter91, Bassi93]. Finally, 
the surrounding antenna complexes contain xanthophylls (lutein, violaxanthin and neoxanthin) [Peter91, Bassi93]. In the chromoplasts of 
ripening fruits and flower petals, and in the chloroplasts of senescing leaves, the carotenoids are found in membranes or in oil bodies or 
other structures within the stroma. 



Secondary metabolite identification for 26 Entities unic J5:
J5 semble une étape cruciale dans la croissance de Phaeodactylum on détecte 26 composés 
spécifiques à cette étapes dont:
Best Know: 9/926



Secondary metabolite identification for 26 Entities unic J5:
J5 semble une étape cruciale dans la croissance de Phaeodactylum on détecte 26 composés 
spécifiques à cette étapes dont:
Best Know: 9/926
Cpd 12: Salicylanilide; C13H11NO2 @9.341 Score : 87.84 (putatifs +4)
Cpd 7: Methyl 3-(2,3-dihydroxy-3-methylbutyl)-4-hydroxybenzoate; C13H18O5@ 8.471 
Score:86.17 (putatifs: +10)
Cpd 5: Talaromycin A; C12H22O4 @9.296 Score: 86.12 (putatifs +8) 
Cpd 13: 3-oxo-dodecanoic acid; C12H22O3; @8.509 Score: 84.12 (putatifs +8) 
Cpd 16: Ferimzone; C15H18N4 @11.934 Score: 83.31 (putatifs +7) 
Cpd 14: (Z)-3-Phenyl-2-propenal; C9 H8O @9.342 Score: 83.05 (putatifs +5) 
Cpd 10: L-Menthyl acetoacetate; C14H24O3 @9.011 Score: 80.06 (putatifs +2) 
Cpd 18: Ellagic acid; C14H6O8 @ 9.341 Score:73.63
Cpd 6: Arachidonoyl Ethanolamide; C22H37NO2 @20.192 Score: 65.85 (putatifs +10) 



Secondary metabolite identification for 23 Entities unic J6:
J6 semble être une autre étape cruciale dans la croissance de Phaeodactylum proche de J5 et 
pour laquelle on détecte 23 composés spécifiques mais dont l’identification se résume à 1 ou 2 
composés pour lequel l’identification donne un score acceptable
Best Know: 2/23
• Cpd 10: Sulfacytine; C12H14N4O3S @8.695 Score: 70.22



Secondary metabolite identification for 23 Entities unic J6:
Best Know: 2/23
• Cpd 10: Sulfacytine; C12H14N4O3S @8.695 Score: 70.22
Sulfacytine is a member of benzenes and a sulfonamide. Sulfacytine is a short-acting, broad-
spectrum sulfonamide and a synthetic analog of para-aminobenzoic acid (PABA) with 
bacteriostatic property. Sulfacytine competes with PABA for the bacterial enzyme 
dihydropteroate synthase, thereby preventing the incorporation of PABA into dihydrofolic acid, 
the immediate precursor of folic acid. This leads to an inhibition of bacterial folic acid synthesis 
and de novo synthesis of purines and pyrimidines, ultimately resulting in cell growth arrest and 
cell death
Cpd 20: Ganoderic acid L; C30H46O8 @8.238 Score: 61.86
There seems to exist certain relationship between specific Ganoderic acid production
(ie content) and DOxygenT level. Further experiments were conducted to explore this potential
Relationship (YJ Tang et al. 2003)



Secondary metabolite identification for 9 Entities unic J8
• Best know: 1/8
Oxylipin : eicosatetraenoic acid (5-HETE) ou bien 10 autres putatifs compounds visibles dans la 
slide suivante dans l’onglet en vert, 
Cpd 1: (±)8(9)-EET; ; C20H32O3@16.204 score :97.45
Issu de: Arachidonic acid metabolism



Secondary metabolite identification for 9 Entities unic J8
• Best know: 1/8
Oxylipin : eicosatetraenoic acid (5-HETE) ou bien 10 autres putatifs compounds visibles dans la 
slide suivante dans l’onglet en vert, 
Cpd 1: (±)8(9)-EET; C20H32O3@16.204 score :97.45
Issu de: Arachidonic acid metabolism



Secondary metabolite identification for 19 Entities unic Jmax de 10 à 11
• Best know: 5/19
• Cpd 4: Ethyl menthane carboxamide; C13H25NO @7.732 Score :97.75
• Cpd 12: 2,2,6,6-Tetramethyl-4-piperidinone; C9H17NO @6.695 Score: 85.65
• Cpd 1: 10Z-nonadecenoic acid; C19H36O2 @ 9.495 Score: 84.83
• Cpd 8: N-(14-Methylhexadecanoyl)pyrrolidine; C21H41NO @17.392 Score: 84.06
• Cpd 10: 1-Tridecene; C13 H26 @9.182 Score: 83.39



Secondary metabolite identification for 19 Entities unic Jmax de 10 à 11
• Best know: 5/19
• Cpd 4: Ethyl menthane carboxamide; C13H25NO @7.732 Score :97.75
• Cpd 12: 2,2,6,6-Tetramethyl-4-piperidinone; C9H17NO @6.695 Score: 85.65
• Cpd 1: 10Z-nonadecenoic acid; C19H36O2 @ 9.495 Score: 84.83
Inhibitors of oleamide hydrolase
• Cpd 8: N-(14-Methylhexadecanoyl)pyrrolidine; C21H41NO @17.392 Score: 84.06
• Cpd 10: 1-Tridecene; C13H26 @9.182 Score: 83.39



SUITE 
avec pour info pour Benoit :

le plus petit métabolite analysé et le plus grand. 



Créations des nouvelles  
interprétations











Création de l’analyse I 
correspondante

Hy1= J0+JJ+J4
- J5
- J6
Hy2= J8+Jmax

Avec hy1 100% of the values 
in any 3 out of 3 conditions 
have acceptable values
Et Hy2 2 out of 2



Et Hy2 2 out of 2





Création de l’analyse II
Hy1= J0+JJ+J4
- J5
- Hy3=J6+ J8+Jmax

Avec hy1 et 3 100% of the 
values in any 3 out of 3 
conditions have acceptable 
values





Comparaison 
Analyse 1: 

Hy1= J0+JJ+J4
- J5
- J6
Hy2= J8+Jmax

Avec hy1 100% of the values in any 3 out of 3 conditions 
have acceptable values
Et Hy2 2 out of 2

VS

Analyse II:
Hy1= J0+JJ+J4
- J5
- Hy3=J6+ J8+Jmax

Avec hy1 et Hy3 
100% of the values in any 3 out of 3 conditions have 
acceptable values







Created from Advanced Analysis operation: significance Analysis.
Experiment: Phaeodactylum tricornutum-2020
corrected p-value cut-off:0.05
Selected Test :                      Oneway ANOVA
Entity List:                             1511 Entity list of selection communs à Analyse I ou II 
Interpretation:                      15 All Diatom Species (Non-averaged)
p-value computation:             Asymptotic
Multiple Testing Correction:   Benjamini-Hochberg

479 entities
corrected p-value cut-off:0.05
On 1511 Entities from 
selection communs à Analyse
I ou II 



SUITE II 



Nouvel « experiment » basé sur 27 
échantillons seulement Phaeodactylum  
(without E1 et F1)+ Media + Solvant































Fichier exporté dans Excel et envoyé chez vous



On obtient alors la cinétique de chaque métabolites 
exprimé vs sous exprimé
Ici les 501 métabolites UP - FC ([Blank] vs [Media])



On obtient alors la cinétique de chaque métabolites 
exprimé vs sous exprimé
Ici les 1381 métabolites DOWN - FC ([Blank] vs [Media])



On obtient alors la cinétique de chaque métabolites 
exprimé vs sous exprimé
Ici les 2956 métabolites UP - FC ([J0-J1] vs [Media])



On obtient alors la cinétique de chaque métabolites 
exprimé vs sous exprimé
Ici les 378 métabolites DOWN - FC ([J0-J1] vs [Media])



On obtient alors la cinétique de chaque métabolites 
exprimé vs sous exprimé
Ici les 3048 métabolites UP - FC ([J4] vs [Media])



On obtient alors la cinétique de chaque métabolites 
exprimé vs sous exprimé
Ici les 272 métabolites DOWN - FC ([J4] vs [Media])



On obtient alors la cinétique de chaque métabolites 
exprimé vs sous exprimé
Ici les 3035 métabolites UP - FC ([J5] vs [Media])



On obtient alors la cinétique de chaque métabolites 
exprimé vs sous exprimé
Ici les 259 métabolites DOWN - FC ([J5] vs [Media])



On obtient alors la cinétique de chaque métabolites 
exprimé vs sous exprimé
Ici les 2739 métabolites UP - FC ([J6] vs [Media])



On obtient alors la cinétique de chaque métabolites 
exprimé vs sous exprimé
Ici les 242 métabolites DOWN - FC ([J6] vs [Media])



On obtient alors la cinétique de chaque métabolites 
exprimé vs sous exprimé
Ici les 2304 métabolites UP - FC ([J8] vs [Media])



On obtient alors la cinétique de chaque métabolites 
exprimé vs sous exprimé
Ici les 389 métabolites DOWN - FC ([J8] vs [Media])



On obtient alors la cinétique de chaque métabolites 
exprimé vs sous exprimé
Ici les 1941 métabolites UP - FC ([Jmax10-11] vs [Media])



On obtient alors la cinétique de chaque métabolites exprimé vs 
sous exprimé
Ici les 329 métabolites DOWN - FC ([Jmax10-11] vs [Media])



SUITE III



Suite message Justine nvel analysis: significance testing & 
Fold Change





Changement de groupe  et 
J0-J1 sert de contrôle



6- 2020 New Phaeodactylum MPP15v1.tar

Extraction du fichier : Phaeodactylum (without E1-F1) Foldchange sur
J0-J1controle.xlsx 4267 entities comparés à la transcriptomique sur
115 composés communs (Results on115 composés MMS rev FM.xlsx)



Results interprétation by IDBrowser Identification



Pour compléter l’identification des composés commun à la 
transcriptomique



Il faudrait recommencer l’analyse sur l’ensemble des base en spécifiant le nb de C, H, 
N, etc de telle manière que l’on n’ait pas de N14 (max5) et augmenter le nb de C 
pour ne pas etre sous la lim… bref de manière à améliorer le score des 115 composés 
à identifier à faire: 04/02/2021





Comparaison Analyse 1: 
Hy1= J0+JJ+J4; - J5; - J6 et Hy2= J8+Jmax
Avec Hy1 100% of the values in any 3 out of 3 conditions have acceptable values
Et Hy2 2 out of 2
puis Results interprétation by IDBrowser Identification sur le compartiment 27 (Demandé par 

Justine)



File-Export compound table



Ouvrir ce fichier. Csv dans Excel (séparateur: point-virgule)
Recherche du phosphoenolpyruvate; Phosphoenolpyruvic acid; 138-08-9; 2-
Propenoic acid, 2-(phosphonooxy)-; 2-(phosphonooxy)prop-2-enoic acid; 
Phosphopyruvic acid; 2-Phosphonooxyprop-2-enoic acid; PEP; ...
Compound CID: 1005
MF: C3H5O6P
MW: 168.04g/mol
InChIKey: DTBNBXWJWCWCIK-UHFFFAOYSA-N
IUPAC Name: 2-phosphonooxyprop-2-enoic acid
Create Date: 2004-09-16

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/1005
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/1005
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C3H5O6P




Recherche du phosphoenolpyruvate; Phosphoenolpyruvic acid; 138-08-9; 2-Propenoic acid, 2-
(phosphonooxy)-; 2-(phosphonooxy)prop-2-enoic acid; Phosphopyruvic acid; 2-
Phosphonooxyprop-2-enoic acid; PEP; ...
Compound CID: 1005 - MF: C3H5O6P MW: 168.04g/mol
Bizarrement ce composé est à zero partout… (en fait uniquement dans Blancs et stds…cf
Profinder)

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/1005
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/1005
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C3H5O6P


FIN


